フローサイトメーターを用いた測定および保守管理技術の修得 by 井波, 真弓
 
 
フローサイトメーターを用いた測定および保守管理技術の修得 
 
井波 真弓* 
 
 
1. はじめに 
フローサイトメトリーは懸濁した細胞を細く
流して個々の粒子を光学的に分析する手法であ
り，細胞生物学や免疫学，再生医学など多様な
分野でさまざまに応用されている．本学には
BD Biosciences 社製フローサイトメーター
FACSCalibur が設置されている．本研修はこの
FACSCalibur を用いた測定と保守管理技術を修
得することを目的とした． 
 
2. フローサイトメトリーとは 
フローサイトメトリー（flow cytometry）とは
細胞を流して計数する技術であり，その測定装
置はフローサイトメーター（flow cytometer）と
呼ばれる．光や光センサーなどを用いて細胞を
1 個ずつ定量測定する統計的精度の高い測定方
法である．同じく蛍光を用いる蛍光顕微鏡は画
像としてデータが得られるのに対して，フロー
サイトメトリーでは数値データが得られる点が
最大の特徴である．さらに（1）短時間に多くの
細胞数を客観的に測定できる，（2）高感度に定
量的な測定が可能，（3）同一条件での測定が可
能，（4）一回の測定でマルチパラメータを取得
できる，（5）目的の細胞集団によるクラスター
解析が可能，（6）特定の細胞の高速分取（ソー
ティング）が可能*，といった特徴を持つ． 
*FACSCaliburにこの機能はない 
図１ 装置外観 
                        
  *第 2技術室 化学計測班 
3. フローサイトメトリーの原理 
フローサイトメーターは流路系，光学検出系，
電気パルス処理系，データ処理系の 4つの系か
ら構成される（図２）．流路系により細胞 1個ず
つの流れを作り，集光されたレーザー光を照射
する．細胞が通過したときに生じる散乱光と蛍
光を同時に検出する．散乱光と蛍光は検出器に
入り，光学信号に比例した電気信号として出力
される．各細胞の電気信号データはイベント毎
に収集される．各イベントが保持する散乱光及
び蛍光の値が細胞の特徴を表す．測定結果は，
相関ヒストグラムとして示され，このヒストグ
ラムを分析することにより，サンプル内の特定
の細胞集団についての情報を得ることができる．  
図２ フローサイトメーターの原理 
 
3．1．サンプル 
フローサイトメトリーでは，細胞や粒子が液
中に一個ずつバラバラになった懸濁液を測定す
る．血球細胞（赤血球，白血球，血小板など），
動物細胞（培養細胞，単離組織など），植物細胞，
微生物，ラテックスビーズなど様々なサンプル
を測定できる．測定可能な粒子径（直径）は 0.3 
µm～40 µmで，一般的に解析に最適なサンプル
濃度は 1x106～5x106個/mLとされている．また，
通常蛍光標識されたサンプルを測定する． 
蛍光標識の手法として最もよく用いられるの
は，免疫染色法である．抗体に蛍光色素を標識
し励起波長の光を当ててその蛍光を検出する．
これにより，細胞膜表面や細胞内部に存在する
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抗原（主にタンパク質）を特異的に標識するこ
とができる．その他，DNA染色色素や細胞内の
酵素活性，膜電位やカルシウムイオンを検知し
て蛍光を発する色素など様々な蛍光色素が利用
可能である．また，緑色蛍光タンパク質（GFP）
遺伝子をマーカーとして細胞内に導入しておく
という方法もある． 
図３ 細胞の蛍光標識 
 
3．2．フローサイトメーターの流路系 
 フローサイトメーターの測定では細胞が一個
ずつ流れる状態を作ることが非常に重要である．
フローサイトメーターではシース液（リン酸生
理食塩水等）の入っているシースタンクとサン
プル液の入っている試験管をコンプレッサなど
で加圧し，サンプルをフローセルまで運ぶ．フ
ローセルではサンプル流がシース流の中心を流
れるようにデザインされており，サンプル液側
の圧力をシース液側の圧力よりわずかに低い状
態にすることで流体力学的絞り込みが生じ，サ
ンプル流の流径は非常に細くなり，細胞は一列
に並ぶ（図４）．このように圧力差を調整するこ
とにより細胞は 1個ずつフローセル中を流れ，
ここに集光されたレーザー光を照射することに
より，細胞を 1個ずつ高感度かつ高速に測定す
ることができる． 
図４ フローセルにおける流体力学的絞り込み 
（Introduction to Flow Cytometry より改変） 
 
3．3．光学検出系 
 フローセルを通過する細胞に照射する光は，
レーザー光が用いられる．レーザー光は単一波
長，単一方向，単位相，高出力という特徴があ
る．FACSCaliburには空冷アルゴンレーザー488 
nm が搭載されている．サンプル中の細胞にレ
ーザー光があたると散乱光や蛍光が生じる．散
乱光はレーザーが細胞にあたって散乱した光で，
その波長はレーザー光と同じである．散乱光は
散乱する方向により 2種類に分類される．レー
ザー光の光軸に対して前方向で散乱する光を前
方散乱光（forward scatter，FSC）と呼び，細胞
の表面積や大きさに関する情報が得られる．レ
ーザー光の光軸に対して 90 度の角度で検出さ
れる光を側方散乱光（side scatter，SSC）とよぶ．
SSCはその大部分が細胞内顆粒や核等にあたっ
て散乱したものであり，細胞の顆粒性状や内部
構造に依存する． 
図５ 散乱光の種類 
 
 細胞が蛍光標識されている場合，蛍光標識さ
れた細胞表面分子や DNA などの細胞内分子に
関する定量的および定性的なデータが得られる．
蛍光色素がレーザー光により励起され，そのエ
ネルギーの一部を吸収し残りのエネルギーを蛍
光として放出する．そのため，生じる蛍光の波
長はレーザー光の波長よりも常に長い．使用す
る蛍光色素によって蛍光波長は異なり，特に複
数の蛍光色素を用いて多重染色をする場合に蛍
光波長の差が大きいものを選ぶことが重要であ
る． 
 
4．データ解析 
 ヒト培養細胞の蛍光単染色試料を用いてフロ
ーサイトメトリー測定した例を挙げて解析方法
を説明する． 
 
4．1．目的 
 現在，ヒト人工多能性幹細胞（hiPSC）の培
養方法には，主に SNL細胞（Neomycin-resistant 
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and mouse LIF expressing mouse STO cell line）な
どのフィーダー細胞を用いた共培養法が採用さ
れているが，臨床応用の観点ではヒトへの影響
が懸念される．そこで hiPSCの未分化維持に関
与するシグナル伝達を行うことが知られている
ケモカイン C-C モチーフリガンド２（CCL2）
を担持した培養基材を構築し，簡便な高効率未
分化維持培養が可能か検討した． 
 
4．2．実験 
 細胞培養に広く用いられるポリスチレン培養
皿を基材のベースとした．ポリスチレン結合ペ
プチドを融合した CCL2タンパク質と細胞接着
性タンパク質 Fibronectin（FN）または Vitronectin
（VN）をポリスチレン表面に担持させた．hiPSC
の未分化性については，未分化性を担う転写因
子 Nanog を Alexa488 標識抗体を用いて免疫染
色し，その蛍光を呈する細胞のカウントおよび
細胞の蛍光強度の分布をフローサイトメトリー
により測定することで評価した． 
図６にフィーダー細胞（MEF細胞）と共培養
した hiPSCの蛍光顕微鏡画像を示す．hiPSCは
コロニーを形成しており，その周辺に見られる
のが MEF 細胞である（図６A）．未分化マーカ
ーは hiPSCの核内に局在するため，蛍光観察で
は hiPSCの核のみが染色される（図６B）． 
図６ ヒト人工多能性幹細胞 
（未分化マーカーとして Oct3/4を染色） 
4．3．データ処理 
 フローサイトメーターでは散乱光（FSC，
SSC）と蛍光を測定し，得られたデータを多様
に組み合わせてヒストグラムを作成し，統計解
析することができる．個々の細胞の測定パラメ
ータをプロットしていくと，細胞数頻度分布が
形成される．Y軸に細胞数，X軸に測定パラメ
ータを取ったグラフをヒストグラムと呼ぶ．X
軸とY軸にそれぞれパラメータを割り当てたも
のを二次元散布図と呼び，表示された点の一つ
一つが個々の細胞の測定値を示す． 
 実際のサンプル中にはデータに必要のない細
胞やデブリ（死細胞の細片）が含まれることが
ある．サンプル中の関心のある細胞集団だけを
選びだし，その細胞のみのヒストグラムを作る
ことをゲーティングと呼ぶ． 
 
4．4．結果 
 まず散乱光データの二次元散布図からデブリ
を除いた細胞集団をゲーティングし，これを R1
とした（図 7A-C）．細胞がレーザー光に照射さ
れ，細胞の構成物質により光が吸収されると蛍
光染色されていなくてもわずかな発光を起こす．
これを自家蛍光という．蛍光検出器で検出され
るのは標識された細胞だけでなく，標識されて
いない自家蛍光を発している細胞も含まれるの
でこれらを除かねばならない．そこで R1 で選
択された細胞集団について，FL1（緑色蛍光検
出器）と FL2（オレンジ色蛍光検出器）の蛍光
強度について二次元散布図を作成した（図７
D-F）．Alexa488は緑色蛍光を発するので蛍光標
識された細胞は FL1で検出される．一方，自家
蛍光の波長は広範囲にわたり，どの蛍光検出器
でも検出されるため，FL1と FL2で同程度に検
出される集団は蛍光標識されていないと考えら
れる．蛍光標識された，すなわち未分化を維持
している細胞集団をゲーティングしR2とした．
R1 と R2 の 細 胞 数か ら 未 分 化維 持 率
（=R2/R1x100）を求めると，SNL細胞との共培
養では 51.4%であるのに対し，FN/CCL2コート
表面での培養では 95.0%，VN/CCL2コート表面
での培養では 95.0%であった（表１）．このこと
から，SNL細胞との共培養に比べ，コーティン
グ表面上で培養した方が hiPSCの未分化性が維
持されていることが示唆された． 
 
5．まとめ 
 本研修でフローサイトメトリーの原理を学び，
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フローサイトメーターの基本的操作技術を修得
した．また，進行中の研究に関わり生細胞試料
の測定とデータ解析を行った．多重染色試料の
測定は実施しなかったが，フローサイトメトリ
ーは多重染色試料の解析で一層その力を発揮す
る．手法としては今回おこなった方法と同様で
あり，今後機会があればぜひ実践したい． 
フローサイトメトリーは個々の細胞の特徴を
定量的に解析できるという，非常に強力な分析
手法である．学内外からの分析依頼に対応でき
るよう技術を磨き，今後の研究支援に生かして
いきたい． 
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 SNL細胞と共培養 FN/CCL2コート VN/CCL2コート 
Total 11555 11071 9750 
R1 (cells) 10000 10530 9189 
R2 (Alexa488+) 5144 10000 8732 
未分化維持率 (%) 51.44 94.97 95.03 
図７ 測定結果 
表１ 細胞数のカウント結果 
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